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研究成果の概要（和文）：DNA断片から簡便に感染性ウイルスを作成した。蛍光タンパク質融合PQC、具体的には
GFP融合Hsp70（14種）、DnaJ（50種）、NEF（15種）を個別に発現させたArrayedライブラリーを作成した。樹立
したシャペロン／コシャペロン発現細胞をそれぞれフラビウイルスに感染させ、ウイルス感染によるシャペロン
の細胞内局在、特にウイルスの増殖部位（タンパク質合成、RNA複製、粒子形成）への変化を経時的に追跡可能
なシステムの構築を確認した。

研究成果の概要（英文）：Infectious viruses were created from DNA fragments in a simple manner. 
Arrayed libraries of fluorescent protein-fused PQCs, specifically GFP-fused Hsp70 (14 species), DnaJ
 (50 species), and NEF (15 species) were individually expressed. The established 
chaperone/co-chaperone expressing cells were infected with flaviviruses, respectively, to confirm 
the establishment of a system that can track the subcellular localization of chaperones due to virus
 infection, especially changes to the viral growth sites (protein synthesis, RNA replication, 
particle formation) over time.

研究分野： ウイルス学

キーワード： Hsp70　DnaJ　フラビウイルス

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
世界で病原性を示すほぼ全てのフラビウイルスを網羅することに成功した。また異常蛋白質により凝集するシャ
ペロンおよびコシャペロンを同定できるシステムも樹立した。ウイルスのみならず癌や神経変性疾患の病態解明
にもつながる貴重なリソースである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

一般的にウイルス蛋白質は、1)短時間で高発現し、2)無数の変異を含み、3)複雑な高次

構造体を形成するものが多いという点から、シャペロン要求性が高いと考えられる。加

えてフラビウイルスの場合、蛋白質の多くが疎水性の高い膜蛋白質ということもシャペ

ロンへの依存度を挙げる要因になりうる。現在までにウイルス複製におけるシャペロン

そして、それに付随するコシャペロン群や他のシャペロン・分解経路との関与など、詳

細な機能解析には至っていない。フラビウイルス属内の類縁ウイルスの蛋白質(増殖段

階)がどのように Hsp70 ネットワークへ依存するかを比較することで、Hsp70 という多

くの生物で保存されている普遍的シャペロンの機能がどのように細分化されているか

を明らかにすることが可能となる。 

 

２．研究の目的 

細胞の持つ蛋白質品質管理機構(Protein quality control machinery: PQC)は多種多

様な蛋白質の恒常性維持に寄与するが、その冗長性と汎用性を支える分子基盤の全容は

まだ明らかでない。本研究では宿主因子に対して依存性の強いウイルス属を PQC の“基

質”と捉え、ウイルス増殖過程で動員される PQC を網羅的に解析し同定できるシステム

を開発する。ウイルス属に共通の必須因子を同定し、広範囲なウイルスに効果的な阻害

薬開発の一助を目指すものである。 

 

３．研究の方法 

フラビウイルスを類縁ながら多様性を示すウイルスモデルとして、特に性状(宿主動物

/媒介動物/臨床症状)が異なるウイルス十種程度を用いる。申請者の所属するラボでは

DNA フラグメントから簡便に感染性ウイルスを作る手法が樹立されている。世界にも稀

な、多種類のフラビウイルスライブラリを構築する。一方で機能の冗長性が高い Hsp70

関連シャペロンの包括的スクリーニングのために、蛍光蛋白質融合型 PQC のアレイ ト

(Arrayed) ライブラリーの構築を目指す。具体的には GFP 融合型の Hsp70(14 種)、

DnaJ(50 種)、NEF(15 種)を個別に発現する細胞を樹立する。 樹立されたシャペロン/コ

シャペロン指示細胞群に各々フラビウイルスを感染させ、ウイルス感染によるシャペロ

ン群の細胞内局在変動、特にウイルス増殖部位(蛋白合成、RNA 複製や粒子形成)への局

在変動を経時的に追跡し、関連するシャペロン群の網羅的な同定を目指す。同定された

シャペロン因子群に関して、CRISPR-Cas9/shRNA のコンビーネーションにより、その PQC

群の包括的機能抑制を行いウイルス蛋白質/増殖の性状解析(再生か分解か)を行う。ま

たシャペロンに対して、小分子による阻害(ATPase 活性阻害 etc)が期待できる場合、薬

剤スクリーニングなどを行い、特異的な抗ウイルス薬開発の可能性を示す。  



 

 

４．研究成果 

 

DNA 断片から簡便に感染性ウイルスを作成した。蛍光タンパク質融合 PQC、具体的には 

GFP 融合 Hsp70（14 種）、DnaJ（50 種）、NEF（15 種）を個別に発現させた Arrayed ライ

ブラリーを作成した。樹立 したシャペロン／コシャペロン発現細胞をそれぞれフラビ

ウイルスに感染させ、ウイルス感染によるシャペロンの細胞内局在、特にウイルスの増

殖部位（タンパク質合成、RNA 複製、粒子形成）への変化を経時的に追跡可能 なシステ

ムの構築を確認した。世界で病原性を示すほぼ全てのフラビウイルスを網羅することに

成功した。また異常蛋白質により凝集するシャペロンおよびコシャペロンを同定できる

システムも樹立した。ウイルスのみならず癌や神経変性疾患の病態解明にもつながる貴

重なリソースである。 
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